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Développement de la 
cryoconservation des embryons 
somatiques de palmier à huile, avec 
un procédé amélioré 
Development of cryopreservation for oil palm 
somatic embryos using an improved process 
D. DUMETl11, F. ENGELMANNl11, N. CHABRILLANGE(11 F. RICHAUD111 
T. BEULEl1l, T. DURAND-GASSELIN/21 et Y. DUVALl1) 
Résumé. - Un nouveau procédé de cryoconservation compre-
nant une étape de dess1ccatLOn au sthcagel avant la congélatron dans 
! 'azote hqmde a été dé'veloppé pour les embryons somatiques standards 
de palmier à huile. Il a été appliqué avec succb en France et en Côte-
d lvmre à 39 clones dtfférents. La survie après cryocomervation a 
été obtenue avec tous le,<, clones, avec des taux variant entre 2 el 
100% Les clones ayant un aspect morphologique normal ont prè,en-
té un taux de survie significativement plus élevé (34% en moyenne) 
que ceux en mauva1~ état phys1olog1que ( 12% en moyenne). La <..ryo-
conservat1on est maintenant appliquée en routrne aux embryons 
somatiques de palmier à hmle avec ce procédé amélioré 
Mots clés. -Palmier à huLie, embryons somatiques, cryoconser-
vatmn, des~1ccat10n, sthcagel. 
INTRODUCTION 
Les recherches pour le développement d'un procédé de 
cryoconservation pour les embryons somatlques de palmier 
à huile ont débuté en 1984, lorsque le~ laboratoires produi-
sant des clones à grande échelle ont été controntés à des 
problèmes de gestion dus au nombre croissant de clones 
créés. La cryoconservation (conservation dans l'azote 
liquide, -196 °C) est à] 'heure actuelle la seule méthode per-
mettant d'assurer la conservat10n à long terme des ressources 
génétiques végétales. Un protocole de cryoconservation a été 
mis au point (Engelmann et al . l 985) qui comprenait les 
étapes suivantes : 
• production d'un type particulier d'embryofü, de~ 
embryons fusiformes, par une culture de deux mms 
sur un milieu contenant 0.3M de saccharose (En-
gelmann et Dereuddre, 1988) : 
• prétraitement de 7 jours sur un milieu contenant 
0,75M de saccharose ; 
• congélation rapide suivie d'un réchauffement 
rapide ; 
• reprise sur des m1heux progressivement appauvris 
en saccharose, additionné~ d ·une faible quant!lé 
d'acide 2.4-dichlorophénoxyacétique (2.4-D) ; 
(1) ORST0.\1/CJRAD - Laboratoire de-, Rc'\\ourc~, Géné!lque~ et 
Améhorat1on des Plantt":~ Tropicale~. BP 5035 - 340:12 Montpellier 
cedex (France) 
(2) CIRAD-CP, IDEFOR-DPO. -.t.ition prmctpa\c de La Mé. 13 BP 989 Abid-
jan L3, tCôte-d Ivoire) 
Abstract -A ncw c1yopreunat10n process. i11cl11d111g a des-
1ccario11 step w1th srhca gel pr101 ro free::.rng rn /1q111d 11it1og!'11 was 
dn dop('(/ w1th srandard Oll palm somat1c emh1 yos lin as ~uccess-
f11/l.1 upphed in France and frory Comt ta a 10/a/ of 39 d1tfei c!lf 
don es. Sun1val after cryopresei 1'atwn wa~ obtamed 11 ith ail r../ones 
and ranged herween 2 and 100%. Clones chsp/avi11g a normal moi -
phological aspect had a Hg111j1ca11rly h1,e.he1 surnvaf ,a/e (avewge 
of 34%) than those in a poorer co11d1tw11 (arerage of 12%) Ci .vo-
pres!'JTühcm 1s now routi11cly applœd 111th c!II pafm somali< emln )'OS 
111mg this impi oved prncedure 
Key words - Or/ palm .. rnmaric emh,)os, cryopreservatwn, 
de~1c.cat10n, silica f?C[. 
INTRODUCTION 
Research for the derelopment of a Cl yopreservat1on pro-
cess for oil palm .rnmat,c embryos started l1I 1984. when 
lahoratories producmr< clonai oil palm.'i on a large .1·cale 
we1 e faced w11h managemenr p1 oblems rnduced by the 
1nc1 easrng numhe, c~f clones p1oduceJ. C1:wJpreservatio11 
(storage in hqwd 111troge11, -196 °C) 1s the only current me-
tlwd alluwing lon{?-term co11senatw11 of' plant germ-
plmm. A c1 _vopresen•ation protocol was set up ( Engelmann 
et al., 19f.!5) which compri::ed thefo/lo-.,,, i11g successive steps. 
• prod11cf/011 of a particular type of matenal, 
f111ger shaped embryos, hy a two-month cu!twe 
011 u medwm supplemented lVlth 0.3M sucrase 
(Engelmann alld Dereuddre. 1988); 
• pretreatment foi 7 day'\ 011 a med111m contai11111g 
0.75M s11cnHe, 
• rapidfi'ee::mg rn lrqmd mtrogenfollowed l1y rapid 
tlwwing, 
• recorery on medw w1th progressi1·ely fowered 
rncrose conc.entratwns, .rnpplementnl wlfh a low 
concentra/1011 of 2 ,4 -dichloropheno.ryacetic acid 
(2,4-D/: 
11 ! ORS {0,~1. C/RAD - /,a/Jora/011 c dei R,,s~o111 c c.1 GénJt1q11es er 
Amehoraun11 d,·s Pl,u11c~ J 1opH<1lC1. BP 5035 - 3-1032 Monlpe/11er 
, ede.\ (Fran,e) 
(2 ! CJR.1D-CP. IDF:FOR-DPO .Hav1111 pnm ipale de La Mé, 13 BP 989 Abul-
ja11 / 3. (fro11 Coa~{) 
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• repiquage sur milieu standard dépourvu de régula-
teurs de croissance pour la multiplication des em-
bryons et la production de pousses feuillées. 
suivanl le procédé ORSTOM/IRHO standard (Pan-
netier et al., 1981). 
Ce procédé de cryoconservation a été expérimenté avec 
succès à grande échelle puisqu'un total d'environ 150 clones 
a été congelé en Indonésie, Malaisie, Côte d'Ivoire et France 
(Engelmann. 1991a). Des embryons ont pu être stockés pen-
dant 52 mois dans l'azote liquide sans modification de leur 
taux de survie (Engelmann. 1992). Plusieurs centaines de 
palmiers provenant d'embryons congelés ont été plantés en 
champ à la station de recherche de La Mé (Côte-d'Ivoire). 
Aucune différence n'a été notée dans leur développement vé-
gétatif et floral en comparaison avec des palmiers issus 
d'embryons témoins non congelés (Durand-Gasselin, ré')ul-
tats non publiés). Cependant, le développement en routine de 
cette technique s'est trouvé considérablement ralenti par la 
production faible et aléatoire d'embryons fusiformes qui 
étaient alors les seules structures capables de résister à la 
congélation (Engelmann, 1991 a). 
Des progrès importants ont été réalisés par rapport au pro-
cédé original en ajoutant une étape de déshydratatton des 
embryons avec du silicagel après leur prétraitement sur mi-
lieu ennchi en sucre et avant leur congélation dans razote 
liquide (Dumet et al., 1993). En effet, cela a permis de 
congeler de') embryons standards, supprimant ainsi la limi-
tation imposée par la faible production d'embryons fmi-
formes mentionnée précédemment. De plus, la reprise de 
prolifération après le réchauffement s'est avérée générale-
ment plus élevée et rapide, atteignant dans certams cas 100% 
des embryons congelés. 
Dans cet article, nous décrivons les résultats obtenus en 
appliquant cette nouvelle technique à un nombre important 
de clones. Les essais ont été réalisés à l'ORSTOM/Montpel-
lier et à l'IDEFOR-DPO (Côte-d'Ivoue). 
MATERIEL ET METHODES 
Matériel végétal 
Les clones d'embryons somatiques utilisés dans cette étude 
provenaient de palmiers hybrides (DehxLa Mé) adultes. 
Méthodes 
Les embryons somatiques ont été produits selon la mé-
thode de Pannetier et al. (1981). Les cultures ont été main-
tenues sur un milieu standard dépourvu de régulateurs de 
croissance à 27±1 °C avec une photopénode de 12 heures 
sur 24 et une énergie lumrneuse de 30 µE.m-2.s-1. Les repi-
quages ont été effectués mensuellement. 
Pour la cryoconservation, des massifs d'embryons pesant 
200-300 mg (Fig. 1) ont été disséqués dans les cultures 
standards. Ils ont été placés pendant 7 jours (5 massifs par 
boîte de Petri de 55 mm) sur un miheu contenant 0,75M de 
saccharose. Les massifs d'embryons ont été ensuite transfé-
rés dans des boîtes de Petri en verre (55 mm) placées dans 
des boîtes étanches contenant du silicagel pour leur dessic-
cation. Deux types de boîtes ont été ullhsés : des boîtes en 
verre de 150 ml ou des boîtes en polypropylène de 500 ml. 
Les boîtes en verre contenaient 40 g de silicagel et celles en 
polypropylène 80 g. Tous ces récipients étaient autoclavés et 
le silicagel régénéré pendant 4-5 heures dans une étuve 
thermostatée à 150 °C entre deux essais successifs. Les 
boîtes étanche!'.) conLenant les embryons ont été placées à 
l'obscurité à 27 °C pendant 16 heures. Les embryons déshy-
dratés ont été transférés dans des cryotubes stériles (5 mas-
sifs par cryotube de 2 ml) et congelés par immersion directe 
des cryotubes dans 1 'azote hquide. Après un minimum d'une 
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• tramj'e1 onto standard medium devoid of growth 
regulators for multipllcatwn of emh1 yos and pro-
duction of plantlets, according to the standard OR-
STOM!CIRAD process (Pannetier el al.. 1981 ). 
This cryopreservation process was experimented success-
fully on a large scale, since a total of around 150 clones were 
frozen in lndonesia. Malaysia, Ivory Coast and France 
(Engelmann, 199/a). Embryos could he stored /Or up 10 52 
months m ltqu1d nitrogen without any change 1n recovery 
wte (Engelmann, 1992). Severa/ hundred palms produr..:ed 
/rom cryopreserved embryos were planted in the field at La 
Mé I esearch station ( Ivory Coast) No dUferences were 
noted in comparison with palms coming .from non fro;:,en 
control embryos as regards their vegetative and.floral deve-
lopment (Durand-Gasselzn, unpuhl. res.) Hmi'ever, rouf/ne 
development of this technique was conside1 ably slmred 
down by the low and erra tic production of finger shaped 
embryos which were at that time the only structures likely to 
wlfhstand freezing (Engelmann, J 991 a). 
Dramahc improi'ements were made recently ta the former 
process by adding a dehydratwn step of embryos usmg silica 
gel, after theirpretreatmenr on high sucrase medium, before 
free::ing in hquid nitrogen (Dumet et al., 1993) lndeed, this 
allowed to freeze standard emhryo.1', tlws suppressing the li-
mllarion imposed hy the lmt· production offinger shaped em-
hryos mentioned prev1ou.l'ly. Moreorer. prolife1ation 
recover_v a.fier rhmvlflg was generally higher and more ra-
pid, reaching up to 100% of cryopreserved emln yos in some 
case\' 
ln this paper. we descrihe the results obtained vvhen 
apply1ng this new technique to a lm ge number of clones 
Experiments were performed at ORSTOM!Montpeffier and 
IDEFOR-DPO, Ivory Coast 
MATERIALS AND METHODS 
Plant material 
Clones of somatic embryos used in this study oniinated 
from hybnd (Deli X La Mé) adult palms 
Methods 
Somarrc emhryo.l' ·were p1 oduced according to the method 
of Panne lier et al. (1981 ). Cultures were mazntazned on 
standard medium devoid of gro1,1.,th regulatms ar 27±l"'C. 
with a photoperiod of 12 hrs dark/12 hrs light, under a pho-
ton j7mt· of 30 µE. m-2 .s- 1 . Transfers were performed mon-
thly 
For cryopreservation, clumps of embryos weightng 200-
300 mg ( Fig. 1) >'Vere dissected.from standard cultures. They 
were then pfaced for 7 days (5 clumps/55 mm Petri d1sh) on 
medium containing 0.75M suc rose. Clumps of'embryos were 
then tran"~ferred onto empty glass Petri dfshes (55 mm) pla-
ced in air-ttght boxes containrng sifica gel for desicca-
tion.Two types of' boxes were used: 150 ml glass boxes, or 
500 ml polypropylene hoxes. 40 g of sihca gel ·were poured 
1t1 glass boxes and 80 gin polypropylene ones Boxes and 
Petri dishes were autoclaved and silica gel was regenerated 
f'or 4-5 hrs in an aven rhermostared at 150 °C hetween two 
succe.1'.\'ÎVe experiments. Air-tzght bo:i,es containing embryos 
were placed m the dark at 27 °C for 16 hrs. Dehydrated 
embryos were then transferred inlo stenfe cryotuhes 
(5 clumps/2 mi cryotuhe) andfrozen by direct fmmersron of 
the cryotuhes in liquid nitrogen. After a minimum of one 
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heure dans l'azote liquide, les embryons ont été réchauffés 
rapidement en plongeant les cryotubes pendant 2 minutes 
dans un bain-marie thennostaté à 40 °C. Ils ont ensuite été 
placés pendant une semaine dans des boîtes de Petri conte-
nant 10 ml de milieu de culture additionné de 0,3M de sac-
charose et 0,2 mg.I-1 de 2,4-D puis transférés sur le même 
milieu avec une concentration en saccharose réduite (0, 1 M). 
Après deux semaines, les embryons ont été placés sur le mi-
lieu standard sans régulateurs de croissance puis repiqués 
tous les mois pour la reprise de leur prolifération et la pro-
duction de pousses feuillées. 
La reprise de prolifération a été observée trois semaines 
après le réchauffement en comptant le nombre de massifs sur 
lesquels de nouveaux embryons adventifs étaient apparus. 
Le nombre de massifs utilisés variait entre 5 et 105, selon les 
essais. Trois séries d'expérimentations ont été réalisées, 
deux à l'ORSTOM/Montpellier et une à l'IDEFOR-DPO 
(Côte-d'Ivoire). Pour la première série d'essais effectuée à 
Montpellier, les dix clones utilisés avaient été repiqués 
régulièrement et présentaient donc un aspect morpholo-
gique normal (Fig. 1). Le matériel employé en Côte-
d'Ivoire était également en bon état. L'essai complémentaire 
réalisé à Montpellier avait pour but d'évaluer l'effet del 'état 
physiologique des embryons sur leur potentiel de reprise 
après la cryoconservation. Dix-neuf clones supplémentaires 
ont ainsi été cultivés intentionnellement dans des cond1110ns 
non optimales : les repiquages ont été retardés et effectués à 
des intervalles lfréguliers. Les cultures avaient ams1 un taux 
de prolifération faible, présentaient de nombreuses struc-
tures hyperhydriques, des nécroses et des brunissements dus 
à la production de composés phénoliques. 
RESULTATS 
Dans la première série d'essais, la teneur en eau moyenne 
des massifs était de 24%, variant de 19 à 36% (Tabl. 1). 
Aucune relation entre la survie après dessiccatlon ou congé-
lation et la teneur en eau n'a été mise en évidence. La survie 
des massifs après dessication variait de manière importante 
entre les clones, de 13 (clone BC 15) à 80% (clone TRL 70) 
avec une moyenne de 46%. Après congélation dans l'azote 
liquide, la survie a été obtenue avec tous les clones, vanant 
de 13 (clones TRL 71 et BC 12) à 100% (clone TRL 21 ). 
cependant sur un échantillon réduit ( 10 massifs) dans ce der-
mer cas. La survie moyenne était de 32% pendant cet essai. 
En Côte-d'Ivoire, les résultats se sont avéré~ comparables 
et même légèrement supérieurs à ceux obtenus en France 
pendant la première série d'essais. La teneur en eau des mas-
sifs était équivalente, en moyenne de 22% (Tabl. Il). Le 
pourcentage moyen de survie des massifs témoms déshydra-
tés était de 62%, variant de 10 (clone LMC 248) à 100% 
(clones LMC 63, 119, 169). 36% des massifs en moyenne ont 
survécu à la congélation dans l'azote hqmde. avec des taux 
de survie variant entre 10 (clone LMC 63) et 54% (clone 
LMC 119 et 242). Dans cet essai également. les essais de 
cryoconservation ont été positifs avec tous les clones. 
Dans le second essai réalisé à Montpellier avec des em-
bryons dans un état phys10logique non optimal, la survie 
après congélation dans l'azote liquides' est avérée beaucoup 
plus basse (Tabl. III), vanant entre 2 (clone TRL 127) et 25% 
(clone TRL 58), avec une valeur moyenne de 12%. Cepen-
dant. la survie a pu être obtenue avec chacun des 19 clones 
cryoconservés. 
Dans tous les essais, même si les massifs d'embryons sem-
blaient sévèrement endommagés par la dessiccation (Fig. 2). 
la repnse de prolifération a été très rapide et intense avec 
tous les massifs ayant résisté à la congélation (Fig. 3). 
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hour storage in liquid nitrogen, embryos were thawed rap1-
dJy by immersing the cryotubes for 2 min in a water-bath 
thermostated at 40 °C. They were then placed for one week 
in Petri dishes containing 10 ml ofrecoverf medwm supple-
mented with 0.3M sucrase and 0.2 mg.r 2,4-D and then 
transferred onto the same medium with reduced sucrose 
content (0.1 M). After two weeks, embryos were placed onto 
standard culture medium devoid of growth regulators and 
subcultured monthly for proliferation recovery and produc-
tion of plantlets. 
Recovery was recorded three weeks after thawing, by 
counting the number of clumps on which new adventitious 
embryos had appeared. The number of clumps used raried 
between 5 and 105, depending on the experiments. Three sets 
of experiments were performed, two in ORSTOM!Montpel-
lier and one in IDEFOR-DPO, /vory Coast. In Montpellier, 
the first set of experiments used JO clones wh1ch had been 
subcultured regu/arly and dispJayed thus a normal morpho-
log1caJ aspect (Fig. 1 ). Material used in Ivory Coast was 
a/so m a good state. The additional experiment pe,formed 
in Montpellier aimed at evaluating the effect of the physio-
logical state of the embryos on their recovery potential after 
cryopreservation. Nineteen additional clones were on pur-
pose c11ltivated in non-optimal conditions: tra11sfers were 
delayed and perforrned at 1rregular interrals. Thus, cultures 
had a low prohferatwn rate and appearance of hyperhydric 
structures as weJl as numerous necroses and browning due 
to phenolic compounds were noted. 
RESVLTS 
ln the first set of experiments, the average water content 
of clumps was 24% ranging from 19 to 36% (Table 1). There 
was no relation ship between survival a/ter desiccation or 
freezrng and water content. Survival of clumps a/ter desic-
cation varied greatly among clones /rom 13 ( clone BC 15) 
to 80% (clone TRL 70) with an average value of46%. After 
free:ing in liquid nitrogen, survivaJ was obtained with ail 
clones, ranging /rom 13% (clones TRL 71 and BC 12) to 
JOOC/c (clone TRL21 ), however in this case with a small number 
ofclumps (10). The average survival rate was 32% during 
this expenment. 
Results in Ivory Coast were comparable and even slightly 
h1gher than those obtained in France during the first set of 
expenmenrs. Water contellf was comparable with an ave-
rage of2JC7c (Table Il}. A,·erage survirai rate ofdesiccated 
contrais was 62%, ran14ing from JO (clone LMC '248) to 
100% (clones LMC 63,119.169). An average of 36% clumps 
sunl\'ed after free:::.ing ,n lrq11id nitrogen with ,,aJues ran-
gwg between 10 (clone LMC 63) and 54% (clone LMC l 19 
and 2./2). Here also cryopreseJTation attempts were suc-
cessfrtl w1th al/ clones. 
ln the second r;et of nperiment:-. pe1formed 1JI Montpellier 
using material in non-optimal physiological state, survival 
afterfree';;ing i11 liq11id nitrogen was much lower (Table fil), 
rangrngjrom 2 ( clone TRL 127) ra 25% only (clone TRL 58), 
with mi m·erage rnlue of 127c. However, sun'I\'al cou!d be 
ohtained w1th al/ 19 clones cryopresened. 
Ill ail e.,periments, even though clumps of embryos seemed 
to he severefy damaged hy the desrccation treatment (Fig 2), 
prol(feration recovery was 1•ery rapid and intense with ail 
c/11mps survfving after cryopreservation (Fig. 3). 
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FIG. 1. - Massifs a·embryons standars ut1hsês pour lacryoconservatLOn 
(Barre. l cm)-(Clumps of standard somalie emb1yos usedjor cryopreser-
vatwn -scale bar 1 cm) 
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FIG. 2. - Massifa d'embryons ~tandard après dessiccatrnn au s1hcagel. 
(Barre . 1 cm) - (Clllmps of standard somalie embryos afte, desiccation 
treatment wilh s1/1cagel -scale bar lem) 
FIG. 3. - Reprise de l,1 prollfératmn d'embryon~ ~omaL1ques standard, 3 se-
marnes après la congélattoo et le réchauffement. (Barre : 1 cm) A: clone en 
état physiologique optimal ; B : clone en état physiologique non optimal -
(Prolifero.twn rewvery of standard somat,c embryos, 3 wee/...~ after freezing 
and thawing -scale bar: l cm- A clone in optrma/ physiological siare, 
B: clone in non oplimal physwlogica! s1a1e) 
TABLEAU I. -Teneur en eau(% du poids frais initia]) et survie (donnée en % entre parenthèses) d'embryons somatiques de 
palmier à huile déshydratés (-LN) et cryoconservés (+LN). Première série d'essais réalisés à l'ORSTOM/Montpellier. - : non 
mesuré - (Water content-% of initialfresh weight- and survival -indicated in% between brackets- of desiccated control (-LN) 
and cryopreserved (+LN) oil palm somatic embryos. First set of experiments performed ai ORSTOM/Montpellier. -: not measured) 
Survie (Surv1val) 
CloneN° Teneur en eau (Water content) -LN +LN 
% 
LMC63 30 6/10 (60) 10/10 (100) 
LMC74 23 15/30 (50) 5/30 07) 
TRL59 7/10 (70) 
TRL70 34 8/10 (80) 5/10 (50J 
BC 15 36 4/30 (13) 54/30 (16) 
TRL 71 32 20/30 (67) 4/30 (13) 
BC08 19 21/30 (70) 16/30 (53) 
LMC204 35 15/30 (50) 13/30 (46) 
BC 11 20 6/30 (20) 11/30 (37) 
BC 12 28 12/30 (40) 4/30 (13) 
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TABLEAU II. -Teneur en eau(% du poids frais initial) et survie (donnée en % entre parenthèses) d'embryons somatiques de 
palmier à huile déshydratés (-LN) et cryoconservés (+LN). Essais réalisés à l'IDEFOR/DPO, Côte-d'Ivoire. - (Water content-
% of initial fresh weight- and survival -indicated in % between brackets- of desiccated control ( -LN) and cryopresen,ed ( +LN) oil 
palm somatic embryos. Experiments performed at IDEFOR/DPO, Ivory Coast) 
Survte (Survival) 
Clone N° Teneur en eau (Water conlenr) -LN +LN 
% 
LMC22 26 6/25 (24) 7/50 (14) 
LMC44 23 14/30 (47) 16/54 (30) 
LMC51 22 17/40 (43) 20/85 (24) 
LMC63 29 40/40 (100) 11/105 ( 10) 
LMC 119 23 25/25 (]00) 49/90 (54) 
LMC 169 21 20/20 (100) 29(15 (39) 
LMC242 l9 1 l/20 (55) 27/50 (54) 
LMC246 22 4/5 (80) 8/50 (16) 
LMC248 29 l/10 (10) 15/40 (38) 
LMC249 26 10/25 (40) 20/50 (40) 
TABLEAU III. - Survie (indiquée en % entre parenthèses) d'embryons somatiques de palmier à huile cryoconservés. 
Deuxième série d'essais réalisés à l'ORSTOM/MontpeHier - (Survival -indicated in % between brackets- of cryopreserved oil 
palm somalie embryos. Second set of experiments performed at ORSTOM/Montpellier) 
CloneN° TRL 13 TRL 14 TRL 17 TRL22 
Survie (Survival) 14/79 3/47 5/43 6/50 
(%) (18) (6) (12) (12) 
CloneN° TRL58 TRL83 TRL84 TRL85 
Survie (Surv,va!J 11/44 7/50 5/45 l0/50 
(%) (25) (14) (11) (20) 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
Le nouveau protocole de cryoconservation mis au point 
avec des embryons standards, qui comprenait une étape de 
déshydratation, s'est révélé très efficace puisque la reprise 
de prolifération après congélation a pu être obtenue pour 
l'ensemble des 39 clones traités dans deux laboratoires dif-
férents. L'état phys10logique des cultures s'est avéré extrê-
mement important puisque, si la survie des embryons en bon 
état variait entre 32% (Montpellier) et 36% (Côte-d'Ivoire), 
elle chutait à 12% seulement avec des cultures dans un étal 
non opttmal. Cependant, il faut souligner que la survie a été 
obtenue même dans ce cas. Les différences importantes ob-
servées entre les clones après la cryoconservation (2 à 100% 
de survie) sont liées à l'aspect morphologique et donc à l'état 
physwlogique des cultures. De plus, la durée de déshydrata-
tion utilisée (16 heures) n'était peut être pas optimale pour 
tous les clones. 
Ce procédé de cryoconservation est ongmal puisqu·ll 
combine un prétraitement avec une concentration en sucre 
élevée qui est classiquement utilisé pour différents matériels 
tels que des suspensions cellulaires, des cals ou des apex el 
une dessiccation qui est généralement employée pour les em-
bryons zygotiques (Engelmann, 1991 b). Une telle combinai-
son n'a, jusqu'à présent, été utilisée qu·avec les embryons 
zygotiques de cocotier (Assy-Bah et Engelmann. 1992). 
Cette étude a permis de souligner l'importance du saccha-
rose et de la dessiccation pour obtenir la survie après la 
congélation dans l'azote liquide. Le saccharose pénèlre dans 
les cellules des embryons somatiques en quantité importante 
(Dumet, résultats non publiés) et stabilise les structures cel-
lulaires lors d'une déshydratation poussée (Crowe el af., 
1988). Des analyses thermiques réalisées pendant la congé-
lation d'embryom somatiques de palmier à huile déshydra-
tés ont révélé que toute l'eau libre avalt été extraite des 
cellules (Dumet et al., en préparation). En conséquence, les 
solutés intracellulaires vitrifient (c'est-à-dire quïJs se soli-
TRL25 TRL26 TRL28 TRL47 TRL55 TRL57 
1/34 3/36 1/35 4/32 7/35 5/49 
(3) (8) (3) (13) (20) (10) 
TRL93 TRL99 TRL 119 TRL 121 TRL 127 
3/45 5/50 5/50 7/50 l/48 
(7) (10) (10) (14) (2) 
DISCUSSION CONCLUSION 
The new cryopreservat,on protocol set up with standard 
embryo.~, which inc/uded a dehydratwn step, was very effi-
cient since recovery after freezing in liquid nitrogen could 
be ohta,ned with al[ of the 39 clones experimented in two dif-
ferent faboratones. The morphological appearance of the 
cultures was of paramount importance since, if SlffVtval of 
embryos In a good state vaned between 32 (Montpellier) and 
36% (lvory Coast). Il dropped to 12% only when cultures in 
non-optimal physiological state ·were used However, we 
hare to underline that recovery wa.'i' obtained even in the.for-
mer cases The great differences ohserved beh\!een clones 
afrer cr_vopreserration (/rom 2 to 100% sun"H'al) were lin-
ked with rhe morphologîcal and thus physiological state of 
the rnltmes Also, the deh_vdration penod used (16 hrs) may 
1101 be optimal for ail clones. 
ThH cryopreservat1on protocol h original srnce zt 
combines a pregrowth treatmenl wllh high sugar concentra-
tion which is classically used for man y types of materials, 
cell rnspenswns. cal/uses or ap1ces and a desiccatwn treat-
ment which L'i generally employed with =.ygotic embryos (En-
gefmann, 1991h). Such a combrnatron was used untii now 
wnh ;ygolic embryos of coconut only (Assy-Bah and Engel-
mann. 1992 ). 
This work a!Jowed to under/me the importance of sucrase 
and desiccation for sun'll'al after free-::ing zn lrq1ud mtrogen. 
Sucrase enlers cells of o,l palm somalie embryos in large 
quantifies (Dumet, unpuhl. res.) and stahi/1:es ce// struc-
tures dunng extensive dehydration (Crowe et al., 1988). 
The1 mal analyses performed du ring free:zing after deh_vdra-
tion of or/ palm somalie embryos revea/ed that allfreazable 
water had heen extractedfrom ce lis (Dumet et al., in prepa-
ratwn). ln consequence. intracellular solutes vitrijïed (i.e. 
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difient en une structure vitreuse amorphe), ce qui évite amsi 
les effets destructeurs de la cristallisation sur les structures 
cellulaires. 
En conclus10n. l'application en routine de la cryoconser-
vation est mamtenant possible pour les embryons somati-
ques de palmier à huile avec ce procédé améhoré. Il est 
préférable d 'utihser les cultures quand elles sont dans un état 
morphologique et physiologique optimal. Cependant. cette 
technique peut être employée même avec des cultures dans 
un état non optimal. Ce procédé est en cours d'application 
pour tous les clones multipliés à l'ORSTOM/Montpellier et 
à llDEFOR (Côte-d'Ivoire). Le pahmer à huile représente 
donc toujours le premier exemple d ·application en routine de 
la cryoconservation à une espèce végétale multipliée in vitro. 
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so!tdzfied into an amorphous glassy state). thus avoidmg de-
trimental e.fj'ects ofintracellular crystallization ta cell struc-
tures. 
In concluswn. routine application of c,yopreservatwn to 
01{ palm somalie embryos is now easify feasible usmg this 
unproved process. Cultures should be used when they are in 
an optimal morphologicai and physiolog1cal state in order 
to ensure higher survil'al rates. However, this technique is 
applicable even to cultures in a non optimal conditwn. Thi.\ 
process is heing applied presently to al! clones nmltiplied in 
ORSTOM!Montpellier and IDEFOR (Ivory Coast). There-
fore oil palm still represents the jïrst ex ample of routine ap-
plication of cryopreservatton to plants culrivated in vitro. 
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RESUMEN 
Desarrollo de la crioconservaci6n de los embriones somâticos de palma 
aceitera mediante un procedimiento mejorado. 
D DUMET, F. ENGELMANN. N. CHABRILLANGE. F. RICHAUD, T. BEULE, 
T DURAND-GASSELIN, Y. DUVAL. Oléagineux, 1993, 48, N°6, p. 273-278 
Se ha desarrollado un nuevo proced1m1ento de crioconservaci6n que incluye una etapa de des-
icaci6n con silicagel ante1, de congelar en mtrogéno liquido para los embriones somâticos 
estandardes de palma acettera. Se aplic6 exit6samente en Francia y en Co1,ta de Marfil a 39 
clones d1ferentes. La supervivencia después de crioconservacl6n fue consegulda con todos los 
clones. con tasas que variaban entre 2 y 100%. Los clones que tenfan un aspecta morfol6gîco 
normal presentaron wrn tasa de superv1vencia signif1cat1vamente mayor (34% como prome-
dio) a la de los que estabéln en mal estado f1sol6g1co (12% coma promedio). Ahora, se aplicâ 
de rutina la crioconservact6n a los embriones somâticos de palma aceitera con este procedi-
mtento mejorado 
Palabras claves. - Palma aceitera, embriones somâticos, crioconservac16n, desicac16n. 
s1hcagel 
